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RESUMEN

Los estudios sobre el comportamiento de los coledpteros Melolonthidae
distribuidos en México se concentran en la actividad de los adultos, quedando
pendiente la informacion para larvas. La identificacion de los patrones que
conforman un evento de atraccion en esta etapa del ciclo de vida de dichos insectos
resulta clave para comprender los procesos de ecologia quimica involucrados en
ello. En el presente trabajo se evalud la respuesta de larvas de Phyllophaga vetula
Horn “gallinas ciegas” hacia fragmentos de papa y zanahoria como sustrato
alimentario (control), asi como fragmentos impregnados con 2 mg de los
compuestos “incomptina A” e “incomptina B”, de origen vegetal en forma sodlida
(polvo). Estas lactonas sesquiterpénicas fueron aisladas de Decachaeta incompta
(DC.) R.M. King y H. Rob (Asteraceae). Los bioensayos de confirmacion de
actividad biolégica se basaron en el uso de arenas de observacion, en las cuales se
registraron los movimientos, actos y posturas de sesenta larvas de P. vetula de
tercer estadio al exponerlas a los estimulos previamente mencionados. Con el
sustrato alimentario al cual las larvas respondieron con mayor frecuencia, se
obtuvieron indices de consumo relativo utilizando otras diez larvas de P. vetula de
tercer estadio para construir un antecedente de simulador biol6égico de estos
organismos. De acuerdo con los registros de observacion efectuados, se detectaron
siete patrones de comportamiento de las larvas, siendo los predominantes el
movimiento de patas, movimiento de capsula cefélica, movimiento de cabeza y
movimiento de mandibulas. Con respecto a los bioensayos de confirmacion, las
larvas presentaron mayor respuesta positiva hacia el sustrato alimentario control
(Xi?, p<0.05). Se encontré6 ademas que los polvos de incomptina no tuvieron un
efecto negativo en las larvas al estar en contacto directo; sin embargo, el consumo
de las larvas fue minimo y se reportd una cierta pérdida de peso, aunque no
significativo. Los resultados obtenidos muestran que los patrones de
comportamiento por las larvas son una respuesta ante los compuestos quimicos
liberados por los sustratos alimentarios y los compuestos vegetales, por lo que se
recomienda continuar con mas estudios respecto a la ecologia quimica de estos

insectos.



1. INTRODUCCION

Las larvas de los coledpteros de la familia Melolonthidae, también conocidas
comunmente como “gallinas ciegas”, incluyen especies que se comportan como
plagas que ocasionan pérdidas en la produccion de cultivos como la cafia de
azucar, maiz, tomate, amaranto, frutales y pastizales en México (Chavez-lbafiez et
al., 2014; Cuate-Mozo et al., 2016; del Val et al., 2013). Estos efectos negativos
dependen de la biologia, el manejo y las condiciones climatoldgicas, por lo que
resulta importante estudiar los habitos generales de las especies de gallina ciega
(Chavez-lbafiez et al., 2014; Cuate-Mozo et al., 2016; del Val et al., 2013). Para el
control de estos insectos suelen utilizarse insecticidas sintéticos; sin embargo, estos
plaguicidas de uso frecuente pueden tener severas consecuencias en el ambiente y
existe un alto riesgo de que contaminen el suelo, sistemas lagunares y mantos
acuiferos debido a su alta toxicidad, persistencia y movilidad (Garcia-Gutiérrez y
Rodriguez-Meza, 2012). Por esta razon, se han buscado alternativas en el control
biolégico de especies plaga; los extractos vegetales pueden contener substancias
con propiedades antibacterianas y antiprotozoarias, como es el caso de las plantas
herbaceas del género Decachaeta incompta DC King y Robinson (Asteraceae)
(Bautista et al., 2012; Calzada et al., 2009). A la fecha no existe informacion si estas
substancias también tienen propiedades insecticidas. Tampoco se ha estudiado si
los insectos, en nuestro caso gallinas ciegas, perciben estas sustancias o cémo
responden hacia ellas. No existen datos en este sentido para miembros de
Melolonthidae a pesar de que se han recopilado casos alentadores con el uso de

bioinsecticidas para algunas especies del género Phyllophaga.

Por ello, en el presente trabajo se pretende generar informacién sobre el
efecto de las incomptinas A y B, compuestos presentes en Decachaeta incompta
R.M. King y H. Rob en larvas de Phyllophaga vetula Horn, una de las especies de
Melolonthidae reportadas con importancia agricola las cuales se alimentan de las
raices de diversos cultivos, afectando sobre todo el maiz (Zitlalpopoca-Hernandez et
al., 2017). Se plantea el registrar el comportamiento de estos insectos desde el
enfoque de la ecologia quimica y su respuesta a la incomptina A y B, principalmente

en términos de alimentacion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Coledpteros Melolonthidae

2.1.1 Sistematica del grupo

La familia Melolonthidae Leach, 1819, fue definida por Endrédi en 1966 como
un grupo con una amplia distribucion compuesto por las subfamilias Melolonthinae,
Dynastinae, Rutelinae y Cetoniinae, las cuales a su vez se forman de taxones con
hébitos fitdfagos o fitosaprofagos; esto las diferencia de los demas grupos. De
acuerdo con Cherman y Moron (2014), esta clasificacion es cuestionada por autores
de estudios morfolégicos y filogenéticos que apoyan la clasificacion utilizada en
América del Norte, la cual agrupa esas subfamilias junto con los Scarabaeinae y
Aphodiinae coprofagos dentro de la familia Scarabaeidae Latreille, 1802, por lo que
argumentaron la validez de la familia Melolonthidae con modificaciones, en el cual
proponen aceptar como valido el nombre del agrupamiento Melolonthidae
constituido por el clado Dynastinae-Rutelinae-Melolonthinae y retirar a los

Cetoniinae de aquel grupo y elevarlos a la categoria de familia (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacién de la familia Melolonthidae propuesta por Cherman y Morén (2014).

FAMILIAS SUBFAMILIAS

MELOLONTHIDAE LEACH, 1819 Melolonthinae Leach, 1819
Sericinae Kirby, 1837
Hopliinae Latreille, 1829
Euchirinae Hope, 1840
Rutelinae MacLeay, 1819
Dynastinae MacLeay, 1819

CETONIIDAE LEACH, 1815 Cetoniinae Leach, 1815

Trichiinae Fleming, 1821

Valginae Mulsant, 1842
Osmodermatinae Schenkling, 1922

2.1.2 Ciclo de vida

En su etapa adulta, estos coledpteros son popularmente conocidos como
‘mayates”, “escarabajos de mayo”, “escarabajos sanjuaneros”’ o “escarabajos de

” ““

junio”, mientras que las larvas son conocidas como “gallinas ciegas”, “nixticuiles”,
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“gusanos blancos”, “chisas” y “yupos” (Morén et al., 1997; Zamora-Vuelvas et al.,
2014). De acuerdo a la especie y al patron climético de la region, existen
principalmente ciclos vitales anuales y bianuales en los Melolonthidae distribuidos
en México. El ciclo de vida general de un integrante de esta familia consiste en
cuatro fases: huevo, larva, pupa y adulto (Figura 1). Los huevos son esféricos, de
color blanco aperlado, con un tamafio que va de 1.5 a 3 mm de didmetro, y son
depositados en suelos humedos, donde permanecen enterrados hasta su eclosion
(Giron- Pablo, 2008). Las larvas pasan por tres estadios; el primero emerge cuando
se rompe la cubierta del huevo (corion); consta de una cépsula cefalica con partes
bucales masticatorias. La transicion del primer estadio al segundo y del segundo al
tercero se caracteriza principalmente por un cambio significativo en las dimensiones
de la capsula cefalica (Moro6n et al., 1997). Durante la primavera, las larvas de tercer
estadio construyen una celda o camara ovoide, compactandola con sus
excrementos a una profundidad de 15 a 20 cm, expulsando todo el contenido de su
aparato digestivo, inmovilizandose como prepupa durante una o dos semanas hasta
gue se convierte en pupa exarada. La pupa se parece morfologicamente al adulto,
aunque las alas, patas, y la antena se mantienen plegadas y préximas al cuerpo.
Son de color blanco cremoso, amarillo o marrén. Cuando la pupa se ha convertido
en adulto, se rompe la exuvia pupal. En la etapa de adulto, el adulto teneral
presenta una cuticula blanda, permanecen en la celda pupal hasta que madura su
aparato reproductor y se incrementa la humedad y temperatura para realizar sus
primeras actividades en el exterior (Giron-Pablo, 2008).

Aragén et al. (2005) describieron el ciclo de vida de especies del género
Phyllophaga como Phyllophaga ravida Blanchard, Phyllophaga macrocera Bates,
Phyllophaga vetula Horn, Phyllophaga ilhuicaminai Morén y Phyllophaga obsoleta
Blanchard, describiendo que P. ravida tuvo un periodo desde huevo hasta imago de
200.19 dias en promedio. En general, se cita la duracion del ciclo de cada una de
estas. Para P. macrocera, se indica que se registré un tiempo de desarrollo de 218.6
dias; a su vez, el desarrollo de P. vetula desde huevo hasta imago ocurrié en un
promedio de 272.19 dias, P. ilhuicaminai registré un tiempo de desarrollo de 207.15
dias, mientras que el desarrollo de P. obsoleta de huevo a imago se llevd a cabo en

un promedio de 227.14 dias.



ADULTO

PUPA

Figura 1. Ciclo de vida general de los miembros de la familia Melolonthidae.

2.1.3 Morfologia externa de adultos y larvas

Los adultos poseen mandibulas esclerosadas y sus antenas estan formadas
por ocho o diez artejos, de los cuales, tres a siete corresponden a la maza antenal.
Su tamafo suele variar entre especies, los adultos presentan una longitud que va de
3 a 130 mm, la anchura maxima de los élitros es de 1.8 a 51 mm y la expansion alar
de entre 8 a 230 mm, mientras que la longitud dorsal puede medir de 12 a 225 mm,
y la anchura del abdomen de 2 a 40 mm (Morén et al., 2014). El dimorfismo sexual
también es diverso; generalmente los machos de esta familia presentan una serie
de pequefias diferencias estructurales asociadas a la busqueda de hembras y
comportamiento copulatorio y la mayoria de estas modificaciones se localizan en las
patas, como en las almohadillas tarsales, en las ufas tarsales especialmente
curvadas, espolones tibiales, hileras de setas tarsales, etc. (Romero- Lopez y
Morén, 2013). Las larvas, por su parte, en el primer estadio son de color blanco
cremoso y miden alrededor de 5 mm de largo; las de segundo estadio pueden medir
alrededor de 26 mm y las de tercer estadio de 30 a 40 mm. Tienen un cuerpo

robusto y curvado, con varios pliegues transversales, excepto en la region trasera, la



cual es lisa y brillante, donde se puede observar una coloracién oscura debido al
suelo ingerido (Girén, 2008). En muchas consideraciones y técnicas de
identificacion utilizadas en larvas de tercer estadio, se toma en cuenta
principalmente la forma de su abertura anal, componentes del raster, caracteristicas
de la palidia y palidium, tamafio y color de la cabeza, mandibula y dltimo artejo anal
(Diaz, 2002).

2.1.4 Distribucion y habitos

Estos coledpteros poseen una gran distribucion mundial y en México esta
distribucion geografica y ecologica es heterogénea, siendo derivada de la
complejidad orogréfica, climatolégica y vegetacional del pais (Morén, 2001).
Generalmente, los adultos emergen del suelo entre los meses de abril y mayo al
iniciar el periodo de lluvias; se ha descrito que sus vuelos son nocturnos, ocurriendo
entre las 6:30 y 8 pm (tiempo de verano) para ir en busca de alimento o copular
(Ramirez- Salinas, 2000). En el caso de las larvas, es posible que la presencia de
diferentes microorganismos le permitan a la larva cambiar el tipo de sustrato que
ingiere, en la condicién llamada habito facultativo y se ha observado también que las
larvas del primer estadio de Phyllophaga se alimentan Unicamente de la materia
organica degradada y al pasar al segundo estadio comen raices vivas,
ocasionalmente mezcladas con humus; durante el tercer estadio se alimentan
exclusivamente de raices, incluyendo tejidos del tallo o tubérculos (Morén et al,
2010).

2.2 Ecologia quimica de coledpteros Melolonthidae

2.2.1 Conceptos basicos

La Ecologia quimica se encarga del estudio de las interacciones biologicas
mediadas a nivel molecular, lo cual incluye la produccion y caracterizacion quimica
de las sefiales moleculares, asi como sus mecanismos de emisién y transmision, su
detecciébn en los organismos receptores, la transduccion de las sefales y las

respuestas de comportamiento o desarrollo mediadas de forma neuroendocrina



(Meinwald y Eisner, 2008). Entre ellos se pueden identificar los siguientes estimulos
quimicos:

Infoquimicos

Se trata de compuestos que intervienen, acarreando informacion, en la
interaccion entre dos individuos, despertando en el receptor una respuesta
fisiolégica o conductual de caracter adaptativo para uno de los organismos
interactuantes o para ambos. De esta forma, el organismo receptor comunmente
actia como un espia que utiliza los quimicos del emisor como fuente de informacion
(Dicke y Sabelis, 1988; Anaya, 2003). Estos a su vez se dividen en feromonas, las
cuales son infoquimicos que median la interaccion entre organismos de la misma
especie y aleloquimicos, que median la interaccion entre organismos de diferente
especie (Anaya et al., 2001). Se reconocen tres clases de aleloquimicos: las
alomonas, que pertenecen a la biologia de un organismo (organismo 1) y que,
cuando entra en contacto con un individuo de otra especie (organismo 2) provoca en
el receptor una respuesta etoldgica o fisiolégica que es adaptativamente favorable
para el organismo 1 pero no para el organismo 2; las kairomonas, que de igual
manera pertenecen a la biologia de cierto organismo (organismo 1), pero que al
entrar en contacto con un individuo de otra especie (organismo 2) desencadena una
respuesta conductual o fisiolégica que resulta favorable adaptativamente para el
organismo 2, pero no para el organismo 1; también estan las sinomonas,
pertenecientes a cierto organismo (organismo 1) que cuando entra en contacto con
el individuo de otra especie (organismo 2) provoca una respuesta favorable para
ambos (Dicke y Sabelis, 1988; Badii et al., 2010).

Semioquimicos

El término semioquimico proviene del griego semion, que significa marca o
sefial, asumiendo que el compuesto quimico es emitido con un propésito definido
hacia el receptor, dando lugar a una verdadera comunicacion (Nordlund y Lewis,
1976; Mareggiani, 2001). Esta terminologia se basa principalmente en el origen de
los compuestos en interacciones especificas, solo esas interacciones se consideran
cuando uno de los interactuantes es el productor o emisor del compuesto quimico
(Nordlund y Lewis, 1976). Los semioquimicos se subdividen también en feromonas
y aleloquimicos, y estos a su vez en alomonas, kairomonas y sinomonas, incluyendo

ademas las apneumonas, las cuales son sustancias quimicas emitidas por factores
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abidticos que provoca una respuesta fisiolégica o conductual adaptativa para el
organismo receptor pero perjudicial para un individuo de otra especie que tenga
contacto con la materia no viva (Nordlund y Lewis, 1976).

Atrayentes

Estimulos quimicos provenientes de diversas fuentes que causa respuestas
no necesariamente especificas en individuos de ambos sexos, de una o diferentes
especies y se le considera como atrayente sexual cuando provoca respuestas
similares en individuos de un sélo sexo (Romero-Lépez et al, 2005).

Repelentes

Sustancias que provocan reacciones de alejamiento en un organismo (Cubillo
y Hilje, 1996) y puede ser también una mezcla de compuestos quimicos, la cual en
fase gaseosa provoca en el insecto movimientos que lo alejan de una fuente de

alimento (Alzogaray et al., 2000).

2.2.2 Esquemas de comunicacién quimica

El estudio de la comunicacion quimica en insectos ha permitido conocer la
etapa de su comportamiento en donde se da el intercambio de informacion quimica.
En el caso de los coledpteros Melolonthidae, se han estudiado dos esquemas de
comunicacién quimica, siendo uno de ellos la comunicacion quimica sexual, en los
cuales estan involucrados un emisor (generalmente las hembras), la produccion y
liberacion del mensaje quimico (atrayentes o feromonas sexuales) y la localizacion
de éste por parte del receptor (generalmente los machos). El otro esquema es la
comunicacion quimica alimentaria, donde estos tres elementos son de igual forma el
eje fundamental de la comunicacion, modificandose Unicamente los interactuantes

propios de la relacion planta-insecto (Romero- Lépez, 2016).

Comunicacion quimica sexual

El interés en el estudio de la comunicacion quimica sexual de los insectos
fitofagos se ha incrementado actualmente, teniendo un gran impacto en el area
agricola con el monitoreo, manejo y control de plagas, ya que permite conocer la
etapa de su comportamiento en que puede observarse algun tipo de comunicacion
basada en el uso de sustancias quimicas (infoquimicos), la cual se considera como
comportamiento precopulatorio, ocurriendo entre el momento en el que el emisor

(generalmente la hembra) del infoquimico es localizado por el receptor
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(generalmente el macho), hasta que se da el contacto sexual, de esta forma, es
importante tomar en cuenta algunos aspectos como la fase en la que pudiera estar
involucrado algun atrayente, el momento en el que se da la atraccion entre ambos
individuos (cortejo) y su desenlace, es decir, el acercamiento y contacto sexual
(Romero-Lopez, 2003).

Comunicacion quimica alimentaria

Las plantas suelen producir compuestos volatiles organicos, los cuales
pueden ser liberados por las flores, frutos o también por tejidos vegetativos, y estas
mezclas generalmente estan conformadas por terpenos, derivados de acidos grasos
y compuestos aromaticos (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007). Los volatiles presentan
funciones ecoldgicas importantes para las plantas: atraccion de polinizadores, apoyo
en diseminacién de semillas y resistencia al ataque de depredadores y patégenos.
Ademas, median una serie de interacciones entre organismos de diferentes niveles
troficos, por lo que resultan ser sefiales importantes para muchos artropodos en la
busqueda de alimento o pareja, y para evitar depredadores; es posible que estos
compuestos sean producidos sélo cuando son esenciales en la historia de la vida de
un organismo o cuando son un subproducto inevitable de algin otro proceso
esencial (Hochberg et al.,, 2003; Romero-Lopez, 2011). La comunicacidon quimica
alimentaria en los Melolonthidae se basa en las interacciones entre larvas o adultos
con partes aéreas o raices de sus plantas hospederas, en este caso, con fines de
alimentacion, en las cuales estan involucrados infoquimicos (Romero- Lopez, 2016).
Se ha reportado que en la mayoria de los meloléntidos, el flagelo de la antena
consiste en tres placas de laminillas terminales, denominadas proximal, media y
distal, y se han identificado seis tipos de sensilas en las superficies internas y
externas de las laminillas de ambos sexos: placoideas (PLAS), basicénicas (BAS),
celocénicas (COS), auricilicas (AUS), quéticas (CHS) y tricoideas (TRS), siendo las
primeras cuatro consideradas como sensilas quimiorreceptoras, y las dos ultimas
como sensilas mecanorreceptoras, y se describido que en P. obsoleta hay un mayor
numero de sensilas basiconicas en la superficie externa de la laminilla proximal en
las hembras respecto a los machos, sugiriendo que estas sensilas desempefan un
papel importante en la recepcion de volatiles de las plantas (Romero-Lopez et al,
2004).



2.3 Comportamiento de integrantes de Melolonthidae ante estimulos quimicos

2.3.1 Adultos

Se han reportado estudios sobre su comportamiento sexual, sobre todo en
patrones previo a la copula. Para el género Phyllophaga, se ha descrito el
comportamiento precopulatorio de los adultos, el cual consiste en que mientras las
hembras emergen, los machos vuelan buscando un punto elevado en donde
posarse para rastrearlas. Para atraer a los machos distantes, las hembras realizan
un “llamado sexual”’, que se refiere a un comportamiento especifico donde se
expone la camara genital. Esto define un mecanismo de atraccion sexual basado en
una secuencia de estimulos olfatorios, visuales y tactiles (Morén, 1986; Romero-
Lépez, 2016).

2.3.2 Larvas

La orientacion de las larvas hacia diferentes fuentes de alimento es mediada
principalmente por los compuestos quimicos emitidos por las plantas hospederas y
en algunos casos el factor odorifero resulta importante en especies como
Phyllophaga tumulosa Bates; sin embargo, P. ravida al parecer se guia por la
recepcion gustativa. Son importantes los estudios sobre la preferencia alimentaria
de las larvas en la comprension de las respuestas de los insectos hacia diferentes
plantas, y asi predecir los efectos de su combinacion en campo (Méndez-Aguilar et
al, 2008). Osborne y Boyd (1974), efectuaron pruebas de laboratorio con larvas de
tercer estadio de Costelytra zealandica White, donde evaluaron las preferencias de
las larvas hacia atrayentes quimicos, reportando que fueron principalmente atraidas
por el terpeno a-fechol, registrando respuestas rapidas. No obstante, en la literatura
revisada al momento, no se ha encontrado informacién sobre los movimientos, actos
0 posturas mostradas por larvas de este grupo, hacia estimulos quimicos liberados

por sus plantas hospederas.

2.3.3 Etogramas

Dentro de la Etologia existen herramientas que permiten estudiar el
comportamiento de animales de forma gréafica y el mas utilizado es el etograma. Un
etograma es clasicamente considerado como un catalogo completo de los patrones

de comportamiento de un animal; estos patrones se deben describir con suficiente
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detalle para ser reconocidos facilmente. Dentro de estas descripciones no se
incluyen explicaciones sobre la causa del comportamiento, por lo que debe ser una
descripcion lo mas objetiva posible. Los etogramas son especializados y son validos
para individuos en un determinado contexto, tomando en cuenta ademas una
determinada etapa de la vida del individuo o sexo (Brockmann, 1994).

Existen escasos etogramas para Melolonthidae, Destacan los
correspondientes al comportamiento precopulatorio de adultos P. obsoleta
Blanchard (Romero-L6pez y Arzuffi, 2010) y a la interaccidon con plantas hospederas
de Macrodactylus mexicanus Burmeister (Morales-Blancas y Romero-Lépez, 2019)
y M. nigripes (Nieves-Silva y Romero-Lopez, en prensa). Para larvas de esta familia
no hay registros de este tipo. Sin embargo, Sandoval y Manzano (2012)
construyeron un etograma para la larva de Neoleucinodes elegantalis Guenée
(Lepidoptera: Crambidae), en el cual determinaron los eventos de comportamiento
de perforacion del fruto de lulo y su duracion por parte de la larva.

2.3.4 Bioensayos de confirmacion

Se le considera como bioensayo al experimento en el cual el detector de
actividad es un ser vivo o parte de su sistema sensorial, permitiendo evaluar la
actividad biol6gica de los estimulos quimicos y visuales involucrados en la
busqueda de alimento, planta hospedera o pareja sexual de parte del organismo,
basandose principalmente en respuestas fisiolégicas o conductuales de organismos
completos o respuestas electrofisiolégicas de Organos o estructuras aisladas
(Romero-Lopez y Arzuffi, 2010). Las “arenas” son instrumentos para
experimentacion que suelen utilizarse para el analisis de la capacidad de atraccion o
repelencia de algunos componentes sobre insectos (Fontan, 1999). Existen también
las “arenas de bioensayos de trébol”, las cuales son un método flexible para evaluar
la fototaxia en los insectos, ademas de una gran variedad de patrones de
comportamiento naturales como respuestas de escape y alimentacion (Cohnstaedt
et al., 2018). En el caso de los olfatometros, se trata de instrumentos que permiten
evaluar respuestas olfativas, reportandose los de aire estatico, que son utilizados
para medir respuestas quimiotactiles u olfativas a corta distancia o en situaciones en
donde los estimulos quimicos se difunden en el espacio sin ser transportadas por

una corriente de viento (en su forma pasiva) y también los de flujo de viento que se
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emplean en la deteccion y medicion de respuestas de atraccion de insectos a
sefales olfativas emitidas en distancias largas y medianas (en su forma activa)
(Pacheco et al, 2012; Nieves-Silva y Romero-Lépez, 2016).

Para los coledpteros Melolonthidae, se han utilizado olfatdbmetros de dos vias
para establecer bioensayos con atrayentes sexuales de adultos de P. obsoleta
(Romero-Lopez y Arzuffi, 2010), M. mexicanus y M. nigripes (Martinez-Bonilla,
2019), asi como para extractos de estructuras reproductoras de M. mexicanus
(Garcia-Canales y Romero-Lopez, 2017). Para extractos vegetales, se propuso el
empleo de un olfatbmetro portatil de cuatro vias para evaluar la preferencia de
hembras y machos de M. nigripes Bates (Nieves-Silva y Romero-L6pez, 2016).

2.3.5 Simulacion virtual de eventos biolégicos

Los simuladores biolégicos son una herramienta que, mediante la
configuracion de software y hardware, nos permite estudiar el comportamiento de un
proceso o sistema fisico con ayuda de algoritmos de célculo (Fuchs et al., 2010).
Una ventaja que aportan es que toman en cuenta las limitaciones reales de los
laboratorios, tales como el aprovechamiento de tiempo, los costos de
instrumentacion, los gastos de operacion, la falta de persona, entre otros factores,
esto con la finalidad de que los resultados generados por el simulador sean
semejantes a los encontrados en los experimentos reales. Hasta la fecha sélo se
han trabajado en simuladores para el caso de un experimento de infiltracion del
agua en el suelo provocada por lombrices y por larvas de tercer estadio del género
Orizabus (Pelcastre-Neri et al.,, 2017), pero no existen estudios relacionados a la

simulacion del comportamiento alimentario en gallinas ciegas.

2.4 Uso de extractos vegetales para el control de Melolonthidae

2.4.1 Generalidades sobre extractos vegetales

Los extractos vegetales son obtenidos directamente de las plantas, siendo
extraidos principalmente de las hojas mediante diferentes métodos: extraccion con

agua o disolventes organicos y agua, asi como destilacion por arrastre con vapor de
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agua en el caso de compuestos volatiles (Delgado- Casale, 2012). Estos extractos
de origen vegetal han sido utilizados desde la antigiiedad por los hindues, chinos,
griegos y romanos con fines rodenticidas, insecticidas y conservacion de viveres
almacenados, combatiendo de esta forma las plagas. Sin embargo, a partir de la
Segunda Guerra Mundial, la primera generacion de insecticidas de origen vegetal,
como las piretrinas, nicotina y rotenona, fueron sustituidos por pesticidas de sintesis
guimica. Sin embargo, en las ultimas dos décadas se ha reanudado el estudio de
los productos de origen vegetal en su parte quimica. Los extractos vegetales se
caracterizan por la presencia de ciertos metabolitos secundarios, que forman parte
de las estrategias defensivas de las plantas, siendo agrupados en compuestos
nitrogenados y no nitrogenados, los cuales conceden a los extractos propiedades
anti alimentarias, antivirales, antimicrobianas, repelentes y ademas, las de inhibir la
germinacién de las semillas, permitiendo su uso para proteger los cultivos y mejorar

su produccion (Celis et al., 2009).

2.4.2 Casos de éxito para el control de insectos

Estrella (2010) llevo a cabo un estudio sobre la ecologia quimica de Vismia
mexicana (Schitdl., Hypericaceae), en donde se reportd que las hojas de esta
especie sintetizan alcanos de cadena larga, observando que en Spodoptera
frugiperda Smith y en otros insectos, provoca una menor palatabilidad, ya que al
incorporarlas a su dieta inhiben la alimentacion de los insectos. Llanos et al. (2008)
determinaron la actividad insecticida de extractos de semilla de Annona muricata (L.,
Annonaceae) sobre coledpteros de Sitophilus zeamais Motschulsky (“‘gorgojos del
maiz”), obteniendo como resultado que estos extractos hexanicos aplicados por
ingestion, son efectivos para el control de estos insectos. Por su parte, Pizarro et al.
(2013) evaluaron la actividad insecticida del polvo de Peumus boldus (Molina,
Monimiaceae) aplicado a los adultos y estados inmaduros de la misma especie de
gorgojo a diferentes concentraciones, las cuales mostraron efectos repelentes y una
baja emergencia en los adultos, asi como una mortalidad mayor al 90% y no se
registro efecto negativo en la germinacion del maiz; se concluyé que este extracto
vegetal es viable para el control de esta especie. Este mismo efecto se estudi
también en el aceite de neem y otros extractos vegetales sobre las larvas del
lepidoptero Heliothis zea Boddie de acuerdo con Vallejo (2007), mostrando que

estos extractos tuvieron un efecto de repelencia y en el desarrollo de las larvas mas
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gue de mortalidad. Amariles-Barrera et al. (2013) determinaron estos efectos
insecticidas con extractos metandlicos de Gliricidia sepium (Jacquin, Fabaceae),
Sapindus saponaria (Michu, Sapindaceae) y Annona muricata (L., Annonaceae),
aplicados a las larvas de Aedes aegypti L., concluyendo que su uso para el control
de estadios inmaduros de estos dipteros es considerable. Por otro lado, Pérez y
Lannacone (2006) evaluaron la repelencia y la mortalidad de diez plantas con
potencial biocida: Heliotropium indicum (L., Boraginaceae), Brugmansia sp. (Pers.,
Solanoideae), Tradescantia zebrina (Heynh. ex Bosse, Commelinaceae), Jathropa
curcas (L., Euphorbiaceae), Paullinia clavigera (Schltdl., Sapindaceae), Euphorbia
cotinifolia (L., Euphorbiaceae), Bixa orellana (L., Bixaceae), Cassia fistula (L.,
Fabaceae), Aristolochia pilosa (Kunth, Aristolochiaceae) y Chondrodendron
tomentosum (Ruiz y Pav., Menispermaceae), sobre las larvas de Rhynchophorus
palmarum L., obteniendo los mayores porcentajes de mortalidad y repelencia con
Aristolochia pilosa, Tradescantia zebrina y Chondrodendron tomentosum.

2.4.3 Casos de éxito para el control de cole6pteros Melolonthidae

Son escasos los estudios sobre el uso de extractos vegetales para el control
de coleopteros Melolonthidae; sin embargo, Salamanca et al. (2001) determinaron la
actividad biolégica de extractos polares, medianamente polares y no polares de
Calendula officinalis (L., Asteraceae), Raphanus sativus (L. Brassicaceae) y Ruta
graveolens (L. Rutaceae) y también las semillas de Annona squamosa (L.
Annonaceae), Annona cherimolia (Mille, Annonaceae) y Annona muricata (L.,
Annonaceae) sobre larvas de P. obsoleta, observandose los mayores porcentajes
de mortalidad con extractos medianamente polares de A. squamosa y A. muricata,
ademas de los apolares de A. squamosa, R. graveolens, R. sativus y A. cherimolia,
por lo que se sugiere su uso como control biol6gico. Torres (2009), reporto el efecto
de los extractos de las hojas de Piper auritum (Kunth., Piperaceae) y la raiz de
Barkleyanthus salicifolius (Kunth., Asteraceae) en la alimentacién de gallinas ciegas
de P. ravida y P. obsoleta, concluyendo que la actividad biolégica de estos extractos
es de tipo insectistatico, efecto que se puede determinar mediante la inhibicion de la
alimentacion, crecimiento, desarrollo y oviposicién del insecto, de acuerdo con
Marin-Cruz et al., (2017), y no insecticida, obteniendo una mortalidad de sélo 1%;
sin embargo, hubo modificacion en el patron de basqueda de alimento en las larvas

de ambas especies. Chavez et al., (2014), por su parte, analizaron el efecto
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insecticida in vitro de extractos crudos de Beauveria bassiana (Bals.) sobre larvas
de Phyllophaga spp., donde hubo un efecto perjudicial para estas, siendo sugeridos

los extractos como alternativa para el manejo de la plaga.

2.5 Informacion sobre los modelos bioldgicos del presente estudio

2.5.1 El género Phyllophaga

El género Phyllophaga estad representado en México por 387 especies,
algunas de ellas con una distribucion que va hacia América Central y del Sur o al
Sur de los Estados Unidos de América y sélo se han logrado describir las larvas de
22 especies, que se encuentran principalmente en terrenos cultivados, y forman
parte de un complejo de especies popularmente conocido como “gallinas ciegas”
(Morén et al.,, 2016). De manera general, los adultos son de talla pequefia o
mediana; pueden medir de 8-28 cm, de cuerpo alargado u ovalado, con el labro
profundamente emarginado; las antenas estan formadas por 8 a 10 artejos; su maza
antenal consta de tres a seis lamelas de longitud y grosor variable; el dimorfismo
sexual se acentla en las antenas, vestidura, abdomen y ufias tarsales. La mayoria
de las especies pueden identificarse mediante las estructuras genitales masculinas
y en algunos casos con las placas genitales femeninas (Morén et al., 1997).
Estas especies pueden ser consideradas como indicadores ecoldgicos Yy
zoogeogréficos, debido a que tiene una gran importancia ecolégica como
consumidores primarios, ademas de ser una buena fuente de alimento para
especies mayores, lo que deriva en su gran abundancia y capacidad de adaptacion
(Moron, 1986).

2.5.2 Phyllophaga vetula Horn

Los adultos de P. vetula presentan una longitud de 26 a 28 mm, con una
anchura elitral de 9 a 11 mm, coloracion parda-rojiza, parda-amarillenta o parda-
obscura, casi negra, con pruinosidad blanca de intensidad variable, mas notable en
los élitros y abdomen. Las antenas poseen diez artejos y su maza antenal es tan
larga como el funiculo; los espolones metatibiales articulados con el borde apical. El
borde inferior de las ufias tarsales presenta un diente corto ligeramente aproximado

a la dilatacién basal; la placa anal masculina presenta un reborde basal estrecho y
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dos procesos centrales redondeados, poco prominentes (Marin-Jarillo y Bujanos-
Mufiz, 2008). Las larvas de tercer estadio se caracterizan por presentar una capsula
cefalica con una anchura de 5.6 mm a 5.8 mm; las areas incisivas de ambas
mandibulas tienen una lamina cortante distal separada de un dientecillo incisivo
proximal por una escotadura incisiva; el ultimo artejo antenal presenta un é&rea
sensorial ovalada en la superficie dorsal y dos areas sensoriales mas pequefias en
la superficie ventral. La frente presenta 14-16 sedas en el borde anterior, la
epifaringe tiene 12 heli dispuestos en tres hileras y carece de proplegmatia; el raster
muestra una séptula oval-elongada, los palidia regulares formados por 20-24 pali
cortos, curvos y algo deprimidos; el labio anal dorsal presenta pocas sedas
espiniformes esparcidas y algunas sedas largas, mientras que el labio anal ventral
se encuentra estrecha y profundamente hendido; la abertura anal tiene una forma
de “V” muy abierta; la longitud total aproximada por el dorso del cuerpo es de 52-56
mm (Aragon y Moron, 2004).

La actividad de vuelo en esta especie ocurre durante abril y mayo, teniendo
su maxima actividad a finales de abril. Los machos emergen del suelo antes que las
hembras, se agrupan al ras del suelo esperando a que salgan, compitiendo para
encontrar pareja. La hembra, al estar dispuesta para la copula expone parte de su
saco genital, y al iniciar la cépula (que tiene una duracién de 5 a 10 minutos)
comienza a enterrarse para posteriormente ovipositar en el suelo, sin volver a
emerger (Aragén et al., 2005). P. vetula presenta un ciclo anual, con un periodo de
incubacioén de entre 10 y 16 dias, el primer estadio larval tiene una duracion de 17 a
39 dias, mientras que el segundo estadio se desarrolla en un periodo de 18 a 72
dias; el tercero de 104 a 143 dias. El estadio de pupa dura aproximadamente de 62
a 89 dias, por lo que su desarrollo desde huevo hasta imago ocurre en un promedio
de 272.19 dias (Aragon et al., 2005).

Phyllophaga vetula es una especie con una amplia distribucién que va desde
Arizona, Nuevo México y Texas en los Estados Unidos. En México, se localiza en
los estados de Durango, Hidalgo, Jalisco, Distrito Federal, Estado de México,
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Sonora y Veracruz. Se encuentran en
pinares, encinares, matorrales, pastizales naturales e inducidos, jardines, terrenos
de cultivo y vegetacion ruderal, establecidos entre los 800 y 2400 m de altitud. Los
adultos se alimentan del follaje de diferentes arboles, arbustos y herbaceas, y las
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larvas se desarrollan en el suelo alimentandose sobre todo de raices de gramineas
(Marin-Jarillo y Bujanos-Muiiiz, 2008). Debido a sus habitos, es en su etapa larval
cuando mas dafio causa a los cultivos y P. vetula es una de las especies que
causan una gran pérdida econdmica en America Latina, afecta a mas de 40 cultivos
alimentarios, principalmente el maiz y su manejo convencional con pesticidas
qguimicos provocan dafios al ambiente (Giron-Pablo et al., 2015; Zitlalpopoca-
Hernandez, 2017).

2.5.3 Especie vegetal a emplear como estimulo

Decachaeta incompta (DC King y Robinson, Asteraceae) (Figura 2) es una
planta herbacea utilizada como medicina tradicional en el estado de Oaxaca para
tratar la diarrea (Bautista et al., 2012; Calzada et al., 2009). Los estudios quimicos
han mostrado que contiene lactonas sesquiterpénicas de tipo heliangolido, como la
Incoptina A y B (Figura 3); estos compuestos han mostrado propiedades
antiprotozoarias y antibacterianas. La incomptina A el principal compuesto
antiprotozoario contra Giardia lamblia y Entamoeba histolytica, mientras que la
incomptina B presenta propiedades antibacterianas contra bacterias gram-negativas
resistentes al cloranfenicol, de tal manera que D. incompta puede ser una alternativa

en el uso de polvos vegetales para el control de P. vetula.
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Figura 2. Ejemplar de Decachaeta incompta en el Departamento de Boténica del Instituto
de Biologia de la UNAM, recolectado por D.E. Breedlove y T.F. Daniel (1988).

Figura 3. Estructura quimica de Decachaeta incompta. “Incomptina A’, R = OAc;
“Incomptina B”, R = OH.
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3. JUSTIFICACION

Las gallinas ciegas, en su entorno natural, forman parte de la macrofauna
edafica, alimentandose principalmente de la materia organica del suelo. Con la
reduccion de esta en el suelo, algunas especies de estos insectos modifican sus
hébitos para dirigirse hacia las raices de cultivos agricolas, lo que provoca efectos
nocivos en ellos (Romero-Lopez et al., 2010). Esta dualidad ha llamado la atencion
de los especialistas, ya sea para la conservacion de las especies “benéficas” o para
atenuar la actividad de aquellas especies “plaga”. Para la toma de decisiones en
uno u otro sentido, resulta indispensable obtener informacién sobre el ciclo de la
vida, con énfasis en el comportamiento de los involucrados. Para evaluar si una
especie de gallina ciega es saprégafa o rizéfaga, tradicionalmente se han tomado en
consideracion los efectos que provocan en las raices e indirectamente en las partes
aéreas de las plantas, mas no la respuesta del insecto en respuesta a los estimulos
qgue pudieran estarse liberando en la rizésfera. En este sentido, aunque existen
algunos estudios que abordan el efecto que provocan los estimulos quimicos
liberados por las raices y otros organismos del suelo en diversos estadios de los
insectos (Méndez-Aguilar et al, 2008; Sutherland y Hillier, 1974), se ha omitido la
evaluacién de la respuesta de las gallinas ciegas hacia compuestos quimicos que
pudieran estar liberando los sustratos potencialmente alimentarios, ya sean

atractivos o repulsivos para ellas.

Por esta razon, en el presente trabajo se pretende estudiar el
comportamiento y respuestas de larvas de P. vetula ante sustratos alimentarios y
compuestos de D. incompta, una planta con propiedades medicinales y para la cual
se desconoce su efecto en insectos. Asimismo, se propone la evaluacion del indice
de alimentacion de estas gallinas ciegas antes los sustratos y polvos mencionados,

proponiéndose un sistema de simulacion virtual de este evento.
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4. HIPOTESIS

Las larvas de P. vetula presentan una secuencia de patrones de
comportamiento que evidenciara respuestas de atraccion hacia estimulos quimicos
liberados por los fragmentos de sustrato alimentario. Dichas respuestas seran

modificadas por la adicion de Incomptinas A y B afiadidas al sustrato alimentario.

5. OBJETIVOS

5.1. General

Evaluar el comportamiento y las respuestas de larvas de P. vetula de tercer
estadio ante sustratos alimentarios y ante las substancias vegetales incomptina A 'y
B.

5.2. Particulares

1) Registrar los patrones de comportamiento de las larvas ante fragmentos de
zanahoria y papa, asi como a la incomptina Ay B.

2) Determinar el tipo de respuestas de las larvas de P. vetula hacia los
diferentes estimulos.

3) Registrar el indice de alimentacién de las gallinas ciegas bajo estudio, por

contacto directo a los sustratos alimentarios.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion de gallinas ciegas de P. vetulay compuestos de D. incompta.

Las larvas de tercer estadio de P. vetula se recolectaron en parcelas con
cultivo de maiz del municipio de Erongaricuaro, Michoacan, con el apoyo del grupo
de investigacion del Dr. Miguel Bernardo Najera Rincon del Instituto de
Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM), campus Morelia, concentrandolas y manteniéndolas
en el Laboratorio de Infoquimicos y Otros Productos Bidticos de la BUAP. La
determinacién taxondmica de las gallinas ciegas empleadas en la fase experimental
se baso en las claves propuestas por Moron (1986). Las larvas de esta especie se
caracterizan principalmente por poseer un raster con un par de palidia longitudinales
casi paralelos, ligeramente convergentes en el extremo caudal, cada palidium esta
formado por 24-25 pali cortos, ademas de la abertura anal caracterizada por
presentar una forma de “V” muy abierta (Figura 4).

La “incomptina A” e “incomptina” B se extrajeron a partir de hojas de D.
incompta y fueron facilitados por el Dr. Ricardo Reyes Chilpa y el Dr. Alfredo Ortega
del Instituto de Quimica de la UNAM.

Figura 4. Imagen que muestra el raster y palidia de las larvas de tercer estadio de
Phyllophaga vetula utilizadas en la fase experimental del estudio.
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6.2 Registros de comportamiento y de respuestas de larvas en “arenas de
observaciéon”

Se seleccionaron sesenta gallinas ciegas de tercer estadio temprano de P.
vetula con apariencia externa saludable (cuerpo y apéndices completos y sin
heridas visibles, coloracién del cuerpo blanquecina transparente que permitia
observar suelo en el interior de cada insecto, movilidad constante y reaccion
inmediata a estimulos mecanicos). Estas larvas se alimentaron con fragmentos de
zanahoria fresca (Daucus carota (L.)) de 1 cm?® adquirida en mercado publico,
durante 24 h. Después de este periodo, los insectos se mantuvieron sin alimento
durante otras 24 h para posteriormente suministrarles fragmentos de papa fresca
(Solanum tuberosum (L.)), de 1 cm?® adquirida en mercado publico, durante otras 24
h. Por dltimo, se les dejo en ayuno durante 24 h, previo a la fase experimental.
Tanto los fragmentos de zanahoria como los de papa se emplearon como controles
al momento de las observaciones, mientras que como tratamientos se utilizaron los
polvos vegetales de incomptina A y B impregnando los fragmentos de zanahoria o
papa, segun fuera el caso. Las “arenas de observacion” consistieron en cajas Petri
de vidrio chicas con tres divisiones dispuestas con papel filtro (Figura 5). Se
efectuaron sesiones de observacion directa focal con luz infrarroja de 10 min, de
acuerdo con lo sugerido por Altmann (1974), describiendo los actos, posturas y
movimientos de cada larva, considerando como “respuestas positivas” a aquellas en
las cuales el insecto se desplazara y tuviera contacto durante mas de 10 s con sus
patas, cabeza o mandibulas con el papel filtro en el espacio en que estuviera
ubicado cada fragmento. Se pusieron a prueba polvos vegetales con base en los
tratamientos “zanahoria / zanahoria con compuesto vegetal’, “papa / papa con
compuesto vegetal”, “zanahoria / “papa como control” y “papa / “zanahoria como
control”, con fragmentos de 1cm 2 obtenidos con un sacabocados. En cada
dispositivo se coloco el fragmento del sustrato alimentario (papa o zanahoria, segun
fuera el caso) y otro fragmento con 0.002 g de incomptina B en polvo. La cantidad
con la cual fue impregnado cada fragmento fue estimado con base en lo propuesto
por Romero-Lopez (2001). Se llevaron a cabo treinta registros de comportamiento
(n= 30) para cada tratamiento (incomptina A e incomptina B). Con base en ello se
identificaron los patrones de comportamiento que permitieron la construccién de
etogramas y se evalud la respuesta de las gallinas ciegas hacia los diferentes

estimulos.
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Figura 5. Arena de observacion utilizada para los registros de observacién, que contiene a
la larva de tercer estadio de Phyllophaga vetula y los estimulos correspondientes.

6.3 Evaluacion de la inhibicion de alimentacion de larvas de P. vetula

Con base en lo propuesto por Romero-Lopez (2001), se llevaron a cabo las
pruebas durante 24 dias con incomptina B y 13 dias con incomptina A. Se colocaron
larvas de tercer estadio temprano con apariencia externa sana en recipientes de
plastico con dimensiones de 24.5 cm x 10.6 cm (Figura 6). A cada una se le coloco
un fragmento del sustrato alimentario correspondiente de 1 cm® con 0.002 g de cada
incomptina, obteniendo el peso de las larvas y de cada fragmento del sustrato
alimentario antes y después de cada prueba. Se registr6 el porcentaje de
sobrevivencia y de pérdida de peso, asi como el consumo de las larvas, para cada

tratamiento.

Figura 6. Disposicion de las larvas de Phyllophaga vetula en los recipientes empleados
para efectuar las pruebas correspondientes. Modificado de Romero-Lépez (2001).
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6.4 indice de consumo relativo en larvas de P. vetula

Por cuestiones précticas, se llevd a cabo una nueva recolecta de gallinas
ciegas de tercer estadio en la localidad de San Martin Tlamapa, en el Municipio de
Santa Isabel Cholula, Puebla (Figura 8), ubicado entre los paralelos 18° 55’ y 19° 01’
de latitud norte, los meridianos 98° 20’ y 98° 21’ de longitud oeste y altitud entre 1
800 y 2 300 m. Santa Isabel Cholula colinda al norte con los municipios de San
Jerénimo Tecuanipan, San Gregorio Atzompa y Ocuyucan, al este con el municipio
de Ocoyucan; al sur con los municipios de Ocoyucan y Atlixco y al oeste con el
municipio de Atlixco, Tianguismanalco y San Jeronimo Tecuanipan (INEGI, 2009).
Las larvas fueron trasladadas en recipientes de plastico al Laboratorio de
Infoquimicos y Otros Productos Biéticos de la Benemérita Universidad Autonoma de

Puebla (BUAP), para su posterior determinacion.
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Figura 7. Sitio de recolecta de larvas de Phyllophaga vetula (INEGI, 2009)

Se seleccionaron diez larvas de apariencia sana, las cuales se pesaron en una
balanza analitica Velab VE-204 (Figura 9) siguiendo la propuesta de Romero- Lopez

(2001) y cada una de ellas se peso junto con un fragmento de sustrato alimentario
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(papa o zanahoria) de 1 cm?3, en un horario de 10:00 a 12:00 hrs, cada una durante

10 min. Este proceso se repitié durante tres dias consecutivos.

Figura 8. Larva de Phyllophaga vetula de tercer estadio junto con un fragmento de sustrato
alimentario en la balanza analitica, con la cual se llevé a cabo la prueba de alimentacion.

6.5 Anédlisis de datos

Para los registros de comportamiento y para la evaluacién de las respuestas
de las larvas hacia los estimulos, se aplicé la prueba estadistica de Chi cuadrada,
con base en el programa SigmaPlot version 12.0. En el caso de los datos
resultantes de las pruebas de alimentacién, se consider6 el analisis propuesto por
Torres (2009). Para la construccion de un prototipo de simulador biolégico
relacionado con el comportamiento alimentario, se considero el indice de Consumo
Relativo (RCR, por sus siglas en inglés) y la eficiencia de conversién de alimento
ingerido (ECI, por sus siglas en inglés), siendo calculados a partir del peso de las
larvas. De acuerdo a Farrar et al. (1989), se emplearon las siguientes formulas:
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RCR=1/B
Donde:

I= Peso del alimento consumido
B= Peso del individuo

ECI: AB/I

Donde:

AB= Cambio en el peso
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7. RESULTADOS

7.1. Registros de comportamiento

Se identificaron en total siete patrones de comportamiento asociados a la
interaccion entre las gallinas ciegas de tercer estadio de P. vetula con los sustratos
alimentarios, los compuestos vegetales y el control (Cuadro 2), siendo el mas
frecuente el movimiento de patas en el control con un 16.49% en larvas de tercer
estadio (Figura 10). Mientras que en la interaccion con la incomptina A el
movimiento de cabeza y el movimiento de patas tuvieron el mayor porcentaje con
18.45% y en la incomptina B los mas frecuentes fueron el movimiento de cabeza y
movimiento de patas, ambas con un 19.47%.

Con respecto a las transiciones (Cuadro 3), en el tratamiento control en
larvas de tercer estadio se observaron con mayor frecuencia las de movimiento de
cabeza- movimiento de patas, y movimiento de patas- movimiento de cabeza, con
8.67%. En el tratamiento con incomptina A, la transiciéon mas frecuente en larvas de
tercer estadio fue la de movimiento de patas- movimiento de cabeza, con 7.12%. En
la incomptina B, las transiciones mas frecuentes para larvas de tercer estadio
fueron: movimiento de cabeza- movimiento de patas, y movimiento de patas-

movimiento de cabeza, con 9.19%.

Cuadro 2. Repertorio de patrones de comportamiento mostrados por las larvas de tercer
estadio Phyllophaga vetula, en las sesiones de observacion.

Patron de comportamiento Descripcion
MP Movimiento de patas
MC Movimiento de capsula cefalica
MA Movimiento antenal
MM Movimiento de mandibulas
EC Estiramiento del cuerpo
D Desplazamiento
A Acercamiento al estimulo
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Cuadro 3. Repertorio de transiciones entre patrones de comportamiento registradas en las

larvas de tercer estadio de Phyllophaga vetula, en las sesiones de observacion.

Transicion Descripcion
MA- MC Movimiento antenal- Movimiento de capsula cefélica
MC- MA Movimiento de capsula cefélica- Movimiento antenal
MC- MP Movimiento de capsula cefélica- Movimiento de patas
MP- MC Movimiento de patas- Movimiento de cdpsula cefélica
MM- MP Movimiento mandibular- Movimiento de patas
MP- MM Movimiento de patas- Movimiento mandibular
MA- MP Movimiento antenal- Movimiento de patas
MP- MA Movimiento de patas- Movimiento antenal
MA- MM Movimiento antenal- Movimiento mandibular
MM- MA Movimiento mandibular- Movimiento antenal
MC- MM Movimiento de capsula cefalica- Movimiento mandibular
MM- MC Movimiento mandibular- Movimiento de capsula cefélica
MM- EC Movimiento mandibular- Estiramiento de cuerpo
EC- MM Estiramiento de cuerpo- Movimiento mandibular
MC- EC Movimiento de capsula cefalica- Estiramiento de cuerpo
EC- MC Estiramiento de cuerpo- Movimiento de capsula cefalica
MP- EC Movimiento de patas- Estiramiento de cuerpo
EC- MP Estiramiento de cuerpo- Movimiento de patas
MA- EC Movimiento antenal- Estiramiento de cuerpo
EC- MA Estiramiento de cuerpo- Movimiento antenal
EC-D Estiramiento de cuerpo-Desplazamiento
MP- D Movimiento de patas- Desplazamiento
D-A Desplazamiento- Acercamiento al estimulo
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Figura 9. Etograma de larvas de tercer estadio de Phyllophaga vetula como resultado de las
interacciones con el sustrato alimentario control. Los dibujos representan los patrones de
comportamiento y las flechas las transiciones; el tamafo de las figuras y el grosor de las
flechas muestra la frecuencia con que se observdO cada patron vy transicion,

respectivamente.
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Figura 10. Etograma de larvas de tercer estadio de Phyllophaga vetula como resultado de
las interacciones con el sustrato alimentario impregnado con polvo vegetal de incomptina A.
Los dibujos representan los patrones de comportamiento y las flechas las transiciones; el
tamanfo de las figuras y el grosor de las flechas muestra la frecuencia con que se observo
cada patrén y transicién, respectivamente.
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Figura 11. Etograma de larvas de tercer estadio de Phyllophaga vetula como resultado de
las interacciones con el sustrato alimentario impregnado con polvo vegetal de incomptina B.
Los dibujos representan los patrones de comportamiento y las flechas las transiciones; el
tamafio de las figuras y el grosor de las flechas muestra la frecuencia con que se observé
cada patron y transicion, respectivamente.
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7.2 Evaluacién de respuestas

Se obtuvo el porcentaje de respuestas positivas en cada tratamiento con
base en los registros de comportamiento, donde se observa que el porcentaje de
desplazamientos hacia el control es mayor que las respuestas positivas hacia los
compuestos vegetales, ya que en el caso de la incomptina A se mostré el 10% de
respuestas hacia los fragmentos con polvos vegetales, ademas de que en la
mayoria no hubo respuestas, mientras que en la incomptina B las respuestas
positivas fue de un 15% (Cuadro 6). Asimismo, se encontraron diferencias
significativas en las respuestas positivas de las larvas hacia la papa control, con
respecto a la incomptina B (Figura 18); en el tratamiento con incomptina A se
presentd la misma respuesta hacia ambos sustratos alimentarios del control (Figura
19).

Cuadro 6. Porcentaje de respuestas de larvas de Phyllophaga vetula hacia fragmentos de
sustrato alimentario en las arenas de observacion. IA= incomptina A; IB= incomptina B.

Respuestas de las larvas Estimulos (% de
individuos que
respondieron a
cada estimulo)
IA IB
Respuestas positivas 10 15
Desplazamientos dirigidos 30 20
Desplazamientos sin direccion 5 5
Desplazamientos hacia el control 25 20
Sin respuesta 30 40
Total 100 100

32



Respuestas positivas

Frecuencia

1] T T
Zanahoria Papa

Control

I =

Figura 12. Respuesta de las larvas de Phyllophaga vetula de tercer estadio, observandose

diferencias significativas entre el control e incomptina B (p<0.05).
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Figura 13. Preferencia de las larvas de Phyllophaga vetula de tercer estadio, se

presentaron diferencias significativas entre el control e “incomptina A” (p<0.05).
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7.3. Evaluacion de la alimentacion

No se registr0 una tasa de mortalidad significativa en alguno de los

tratamientos. Al evaluar la alimentacion de las larvas, se observé que de manera

general el consumo no fue significativo. En el caso de la incomptina B, se observo

una tendencia hacia un mayor consumo en el control y en la pérdida de peso, de

igual manera, fue mayor en el control (Cuadro 7). Con respecto a la incomptina A

(Cuadro 8), el consumo fue ligeramente mayor en el control y en el tratamiento de la

papa con los polvos vegetales; a su vez, en el tratamiento de la zanahoria con los

polvos vegetales se presentd un mayor porcentaje de pérdida de peso.

Cuadro 7. Porcentaje de sobrevivencia, pérdida de peso y consumo en las larvas de
Phyllophaga vetula ante el contacto directo con los sustratos alimentarios e incomptina B.

Incomptina B

Sobrevivencia (%) Pérdida de peso (%) Consumo (%)
Etapa de
revision
(dias) Control Zanahoria Papa |Control Zanahoria Papa |Control Zanahoria Papa
1 90 100 20 3.96 5.77 6.77 2.53 1.06 1.94
11 90 100 90 9.11 2.28 5.80 2.39 1.65 1.84
24 90 100 90 15.47 7.74 12.76 3.07 3.15 3.34
Promedio 90 100 20 9.15 5.26 8.44 2.66 1.95 2.37

Cuadro 8. Porcentaje de sobrevivencia, pérdida de peso y consumo en las larvas de
Phyllophaga vetula ante el contacto directo con los sustratos alimentarios e incomptina A.

Incomptina A

Sobrevivencia (%) Pérdida de peso (%) Consumo (%)
Etapa de
revision
(dias) Control Zanahoria Papa |Control Zanahoria Papa |Control Zanahoria Papa
0-6 100 100 100 6.63 2.79 3.42 2.28 2.06 2.24
7-13 100 100 100 2.13 8.5 6.27 2.96 2.85 2.89
Promedio 100 100 100 4.38 5.64 4.84 2.62 2.45 2.56
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7.4 indice de consumo relativo

Con los indices obtenidos se trabajé en el desarrollo de un prototipo de
simulador biologico (Figura 15), para determinar el comportamiento alimentario de
las larvas de P. vetula. En el menu principal se muestra el boton para realizar el
calculo experimental. Al acceder, del lado izquierdo se encuentra la gréfica en
blanco, mientras que del lado derecho hay una casilla donde se ingresa el nimero
de experimentos que pueden ir de dos a diez, generando automaticamente las
demas casillas para ingresar los datos. El panel de datos se divide en los siguientes
modulos (de izquierda a derecha): La eficiencia de conversion (ECI), la entrada de
datos, donde se ingresa el peso del alimento consumido (I), el peso inicial del
insecto (B1) y el peso final del insecto. A continuacion se encuentran las columnas
del calculo de datos, donde se muestran la media aritmética del peso del insecto
(BA), la media geométrica del peso del insecto (BG) y los indices de consumo
relativo calculados con el peso inicial del insecto (RCRI), la media aritmética (RCRA)
y la media geométrica (RCRG). En la parte inferior de la grafica se encuentran los
botones con las opciones para el simulador “aritmético” y “geométrico” y al
presionarlos se genera la gréfica, en la cual la ECI se encuentra en el eje de las Xy
los indices de consumo relativo RCRI (color negro), RCRA (color rojo) y RCRG
(color azul) en el eje de las Y. Para obtener una mejor representatividad en los
datos, estos fueron transformados a raiz cuadrada. Ademéas de emplear los datos
obtenidos, también se tomaron en cuenta los datos hipotéticos de Farrar et al.
(1989) (Figura 16) donde, de acuerdo con los autores, se muestra que para valores
dados de | (50 unidades) y de B1 (10 unidades), RCRI resulta ser independiente de
ECI, por lo que se mantiene constante; sin embargo, RCRA y RCRG suelen
disminuir conforme ECI aumenta. RCRI, RCRA y RCRG s6lo son iguales cuando
ECI tiene un valor de cero. Esto se ve reflejado también cuando los valores de |
cambian a 20 unidades u 80 unidades, como se muestra en la grafica obtenida por
los autores (Figura 17). Sin embargo, en el caso de los datos obtenidos en los
experimentos con P. vetula, es posible que RCRI se mantiene constante y en el
caso de RCRG, va disminuyendo gradualmente, mientras que RCRA disminuye
pero no se mantiene constante, ya que en cierto punto vuelve a aumentar, de tal

manera que no es posible observar una curva descendente (Figura 18).

36



ECI

ENTRADA DATOS

B1

B2

CALCULO
BG RCRI

I RCRI

I RCRA

I RCRG

ECI
BORRAR
GRAFICA

REGRESAR A
MENU

SALIR

ARITMETICO

GEOMETRICO

Figura 14. Prototipo de simulador biolégico para representar el comportamiento alimentario
de las larvas de tercer estadio Phyllophaga vetula bajo estudio. RCR= Indice de consumo
relativo; ECI= eficiencia de conversion.
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Figura 15. Simulaciéon de datos hipotéticos tomados de Farrar et al. (1989), mostrando la
influencia de ECI sobre RCRI, RCRA y RCRG, tomando como referencia el peso del
alimento consumido por las larvas de Phyllophaga vetula en 50 unidades.
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insecto (B1) de 10 unidades, y el peso del alimento consumido (I) en 20, 50, y 80 unidades.
Tomado de Farrar et al. (1989).
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Figura 17. Simulacion de los datos obtenidos, donde se refleja el consumo alimentario de
las larvas de tercer estadio de Phyllophaga vetula en tres periodos de revision; se observa
la influencia de la eficiencia de conversion (ECI) sobre RCRI, RCRA, y RCRG.
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8. DISCUSION

8.1 Registros de comportamiento

El estudio del comportamiento de los insectos resulta fundamental para
entender aspectos basicos de su ecologia, reproduccion y alimentacion. La
cuantificacion en los etogramas es importante en muchos aspectos y estas
herramientas pueden ser un punto de partida para lograr un diagndstico adecuado
ante una problematica de un insecto plaga (Romero-Lopez y Arzuffi, 2010). En el
caso de los coledpteros Melolonthidae, esta no es la excepcion por la importancia
bioldgica y agricola que representan para la naturaleza. En este sentido, a la fecha
los registros sobre el comportamiento se han concentrado principalmente en adultos
de Phyllophaga, en los cuales se describen patrones de comportamiento
relacionados con el “llamado sexual” (Moron, 1986; Romero-Lépez et al., 2007;
Romero-Lopez y Arzuffi, 2010). En lo referente al comportamiento de adultos antes
y al momento del contacto con sus plantas hospederas, se han generado etogramas
para M. nigripes (Nieves-Silva y Romero-Lopez, 2019) y para M. mexicanus
(Morales-Blancas y Romero-Lopez, 2019).

Hasta ahora, el Unico estudio de este tipo realizado para larvas de este grupo
fue hecho para C. zealandica (Osborne y Boyd, 1974), en el cual se evalué la
respuesta olfativa de las larvas ante estimulos quimicos, ademas se
esquematizaron los movimientos de cada individuo al identificarlos mediante los
senderos que dejaron en las camaras con arena que se utlizaron para cada
tratamiento y se concluyé que las larvas mostraron mayor atraccién hacia el a-
fenchol. La relevancia de obtener informacién sobre el comportamiento de esta
etapa del ciclo biolégico en Melolonthidae radica en eventualmente llevar a disefar
mejores estrategias de control, ademas resulta importante conocer si las larvas
localizan su alimento por medio de compuestos quimicos provenientes de sustratos
alimentarios (Méndez- Aguilar et al, 2008) para poder tomar decisiones con respecto
al manejo de estas plagas.

De acuerdo a los etogramas construidos con larvas de P. vetula, el
movimiento de capsula cefalica, patas y antenas resultan ser los patrones de
comportamiento mas relacionados a su interaccion con el alimento, los cuales

también aparecen en el etograma de Sandoval y Manzano (2012) en larvas de
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Neoleucinodes elegantalis Guenée. Sin embargo, los eventos fueron descritos de
forma méas general e interpretativa y no de forma detallada como en el presente
trabajo. La obtencion de un catalogo de patrones de comportamiento de las larvas
de P. vetula destaca como un aporte invaluable para el estudio de los
Melolonthidae, sobre todo porque en esta etapa del ciclo de vida son individuos con
poca actividad por sus habitos subterraneos (Morén, 1986).

8.2 Evaluacioén de respuestas

Para los bioensayos, los sustratos alimentarios fueron elegidos de acuerdo a
la literatura, ya que tanto la zanahoria (Aragén et al., 2005; Romero-Lépez et al.,
2011) como la papa (Cueva-Tacuri, 2014) han sido empleadas como sustrato
alimentario para gallinas ciegas, ademas de que la papa suele resultar atractiva
para otros insectos (Bosa et al., 2011; Cotes et al., 2012). Los resultados obtenidos
en el presente trabajo sugieren que las larvas de P. vetula que respondieron
positivamente ante los estimulos quimicos provenientes de estos sustratos
alimentarios lo hicieron mediante sus antenas, lo cual nos permite entender el
esquema de comunicacion alimentaria con enfoque en el receptor, la larva en este
caso, a través de su comportamiento (Romero- Lépez, 2016), asi como determinar
si la larva es capaz de mostrar respuestas similares ante metabolitos secundarios

de plantas.

De este modo, el presente estudio es el primero en determinar los efectos de
compuestos de D. incompta en individuos de Melolonthidae. De acuerdo a la
clasificacion de Nordlund y Lewis (1976), la interaccion mostrada entre las larvas y
el sustrato alimentario estd regulada por semioquimicos, en la cual no hay
transmision de informacion, debido a que las sustancias quimicas no se envian
intencionadamente al receptor. A su vez, las sustancias emitidas por los sustratos
alimentarios podrian considerarse apneumonas al tratarse de una interaccion

interespecifica y al ser emitidos por material inerte.

Se observé una tendencia por parte de las larvas a mostrar respuestas
positivas de atraccion hacia la papa sin polvos vegetales; sin embargo, en el caso
de la incomptina A, pese a que el numero de larvas que mostraron respuestas

positivas fue bajo, se mostro también una preferencia a los sustratos alimentarios
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del tratamiento control. Se tiene reporte de que la papa suele ser atacada por
coledpteros de la familia Curculionidae, asi como lepidopteros de la familia
Gelechiidae, principalmente por la polilla Tecia solanivora Povolny (Cotes et al.,
2012). Se ha citado también que el metilfenilacetato es uno de los compuestos
emitidos tanto por la planta como por el tubérculo de la papa y que puede provocar
atraccion en individuos de esta especie (Bosa et al., 2011).

Aunque relativamente menor a la respuesta hacia la papa, las larvas
presentaron también respuestas positivas hacia la zanahoria, de la cual aun se
desconocen los componentes presentes en sus volatiles que puedan causar una
atraccion hacia los insectos. No obstante, Romero-Lopez et al. (2011) determinaron
los primeros bocetos de atraccién hacia este sustrato alimentario. Algunos factores
gue pueden explicar estos resultados pueden ser la duracion de los bioensayos con
cada repeticion, de acuerdo con lo sugerido por Méndez-Aguilar et al. (2008), ya que
en larvas de otras especies se ha reportado que pueden tardar de una a cuatro
horas en presentar respuestas positivas de atraccion ante estimulos alimentarios
(Branson, 1982). Este tipo de registros permite sugerir que las respuestas positivas
de las gallinas ciegas hacia sus plantas hospederas puede estar mediado por
volatiles que se liberan en las raices (Méndez-Aguilar, 2008). Se sabe que las larvas
de meloléntidos de tercer estadio son riz6fagas y por ello es en esta etapa donde
mas dafios causan a los cultivos (Morén et al., 2010), aunque en el caso de las
larvas de C. zealandica se conoce que incluso las larvas de segundo estadio
pueden responder positivamente hacia algunas raices de plantas hospederas
(Sutherland y Hillier, 1974). Por estas razones se esperaba que la mayoria de las
larvas mostraran respuestas positivas, sin embargo muchas de ellas no
respondieron, tal vez debido a factores como el horario, ya que hasta ahora se
desconoce si existe un horario de mayor actividad alimentaria en las larvas. Existe
una posibilidad de que la falta de suelo en los bioensayos influyeran en el
comportamiento de algunas larvas de acuerdo con Méndez-Aguilar (2008). De ahi
se sugiere que en P. vetula las respuestas olfativas sean importantes en su
biusqueda de alimento aunque son necesarios mas estudios que ayuden a
comprender mejor este aspecto de su ecologia quimica.

Las larvas no respondieron significativamente a los compuestos vegetales,
pero la incomptina B e incomptina A no provocaron mortalidad significativa en las

larvas, lo cual es similar a lo reportado por Torres (2009) con extractos de Piper
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auritum Piperaceae y la raiz de Blepharocalyx salicifolius sobre larvas de P. ravida y
P. obsoleta. Existen registros de que las lactonas sesquiterpénicas pueden provocar
disuasion en algunos insectos, como en el caso de la “hormiga cortadora” Atta
cephalotes L. (Hubert et al., 1987); sin embargo, esto no se observé en las larvas de

P. vetula.

El presente estudio es el primero en reportar los efectos de polvos vegetales
extraidos de D. incompta sobre larvas de Melolonthidae. Al no registrarse
incidencias negativas en su supervivencia, estos compuestos vegetales podrian
considerarse como un complemento en la dieta de las larvas al momento de intentar
establecer una cria, ya que tampoco se presentaron patrones de comportamiento
gue evidenciaran alguna respuesta de repelencia ante los polvos vegetales, aunque
son necesarios mas estudios sobre estos compuestos vegetales en otras especies.
Algunos extractos vegetales a diferentes concentraciones pueden comportarse
como insectistaticos y no como insecticidas al no presentarse un porcentaje
significativo de mortalidad mayor de 1%, de acuerdo con lo descrito por Torres
(2009), sin embargo y pese a que no se tomd en consideracion para el presente
estudio, se observé que en la prueba de alimentacion, las larvas que tuvieron
contacto directo con polvos de incomptinas no se vieron afectadas por acaros.

Por ahora se desconoce si la incomptina puede tener un efecto negativo en
las larvas a concentraciones diferentes, y tampoco se tiene registro de que se hayan
probado otros compuestos vegetales en alguna dieta para meloléntidos.

8.3 Evaluacion de la alimentacion

El peso de las gallinas ciegas de P. vetula disminuyé significativamente
después de la prueba. Esto puede explicarse por factores como la pérdida de agua
o debido a que el individuo agota sus reservas de grasa, ya que las larvas fitéfagas
pierden agua tan rapidamente que la cantidad de agua aprovechada es menor a
comparacion de la que se pierde mediante evaporacion y excrecion, de acuerdo con
Mellanby y French (1958). Estos efectos de pérdida de peso también fueron
reportados para P. obsoleta (Romero- Lopez et al., 2011) al evaluar determinadas
dietas para las larvas. Segun lo observado, es probable que las gallinas ciegas

aprovechen el alimento consumido en un determinado momento; sin embargo, la
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eficiencia de conversion puede disminuir con el tiempo, como lo muestran los

indices de consumo relativo.

Considerando que las larvas estudiadas fueron extraidas del suelo durante
los experimentos, esto permite darnos cuenta de que los habitos subterrdneos de
las larvas (Morén, 1986) les provee proteccion y alimento, de ahi la importancia para
ellas de vivir en suelos humedos, ya que estos factores les permiten subsistir,
evitando asi la desecacién a la que son vulnerables. El uso de un prototipo de
simulador biolégico en el estudio de larvas de Melolonthidae resulta innovador, en
vista de que actualmente las simulaciones por computadora son muy Utiles para
poder modelar sistemas bioldgicos (Fuchs et al., 2010), y en este caso en el estudio
del comportamiento alimentario de larvas, ya que hasta ahora y debido a sus
hébitos subterraneos no se ha logrado monitorear de manera constante, por lo que
se desconoce su horario de actividad. Por estas razones, surge la necesidad de
impulsar el uso de estos simuladores bioldgicos para obtener informacion respecto a
como se alimentan las larvas 0 en qué momento tendrdn mayor actividad
alimentaria, y extrapolar lo que ocurre dentro de los cultivos afectados tomando
como base la prediccion surgida del simulador.

De acuerdo con lo obtenido en el prototipo de simulador, puede observarse
gue los datos hipotéticos de los indices de consumo relativo RCRA y RCRG forman
una curva descendente y el RCRI se mantiene constante. Esto no coincide con los
datos para P. vetula, ya que se muestra una grafica diferente donde los indices de
consumo relativo no siguen un comportamiento especifico respecto a ECI, lo cual
puede estar relacionado a diversos factores, principalmente a la nula actividad

alimentaria y la pérdida de peso de las larvas al momento de la prueba.

8.4 Perspectivas y sugerencias

Este trabajo representa un aporte al estudio de la Ecologia quimica de los
integrantes de Melolonthidae, debido a que hasta ahora no se habia registrado el
comportamiento y respuestas de gallinas ciegas ante compuestos vegetales.

Una de las sugerencias para darle seguimiento al estudio del
comportamiento de estos coledpteros ante compuestos vegetales es el
establecimiento de bioensayos en campo, asi como ampliar el tamafio de muestra y

probar con otras concentraciones de incomptina. Estas pruebas podrian hacerse
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también con individuos de otras especies de Melolonthidae y delimitando otros
horarios para evaluar el comportamiento y respuestas de las larvas.

Por otra parte, el prototipo de simulador biolégico representa un primer
antecedente al estudio de la actividad alimentaria para larvas de Melolonthidae. El
uso de estas herramientas permite ensayar muy diversas condiciones en corto
tiempo, sin incrementar el costo y sin riesgos (Fuchs et al., 2010), de esta manera
se sugiere realizar mas trabajos sobre comportamiento alimentario en larvas cuyos
resultados puedan ser utilizados en un simulador bioldgico y asi hacer predicciones
gue permitan evaluar los dafios ocasionados por estos coledpteros de acuerdo a las
necesidades que se presenten.

De manera general, se recomienda continuar con el estudio del
comportamiento de este grupo de coledpteros, en particular de las larvas. Podrian
efectuarse estudios similares con gallinas ciegas de primero y segundo estadio,
ademas de adultos, con fines comparativos. Estas propuestas permitiran obtener
resultados mas claros sobre los habitos y el comportamiento de los Melolonthidae y
asi ser eficientes en la toma de decisiones para establecer una adecuada estrategia
de manejo donde se requiera.
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9. CONCLUSIONES

1) Se observaron siete patrones principales de comportamiento en larvas de P.
vetula, siendo los mas relevantes el movimiento de patas, movimiento de capsula

cefalica y movimiento mandibular.

2) Las larvas de esta especie mostraron el mayor nimero de respuestas positivas a
los fragmentos de papa y zanahoria, lo cual permite sugerir que en las condiciones
del estudio estas son atraidas a estimulos quimicos que posiblemente estén

liberando los sustratos.

3) No se registr6 mortalidad significativa en las larvas al estar en contacto con
incomptina A o B en forma sodlida (polvo), por lo que se considera un efecto
insectistatico. Las respuestas positivas de larvas hacia las incomptinas fueron

menores con respecto al control; sin embargo, no se observo repelencia.

4) Las larvas mostraron una tendencia a disminuir de peso en un lapso aproximado

de una hora, ademas de poca actividad alimentaria durante los bioensayos.
5) El prototipo de simulador mostr6 que las larvas no muerden el sustrato y no

aumentan su peso corporal. Este es el primer registro de este tipo para integrantes

de Melolonthidae.
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